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1. INTRODUCCION

La calmodulina (CaM) es considerada la principal proteina reguladora de calcio
en células eucariontes. Esta proteina juega un papel muy importante en la
transduccion de sefiales intracelulares de calcio, y por lo tanto, regula numerosos
procesos fisioldgicos y patoldgicos. En el cancer, por ejemplo, la CaM se encuentra
implicada en el desarrollo y progresion de tumores. En este contexto, el presente
trabajo de investigacion se desarrollé6 como parte de un programa multidisciplinario
encaminado a la obtencion de antagonistas de la CaM de origen natural (metabolitos
secundarios de hongos microscépicos) con actividad citotoxica contra diversas
lineas celulares tumorales. Asi, el estudio quimico de la especie Paecilomyces sp.
permitié el aislamiento de la militarinona A (71). El producto 71 se caracterizd
utilizando diversas técnicas espectroscopicas y espectrométricas. Estudios de
apagamiento de la fluorescencia extrinseca utilizando el biosensor hCaM-M124C-
mBBr, indicaron que el producto 71 se une de manera directa a la CaM; la magnitud
de la constante de disociacion se encuentra en el orden de concentraciones
nanomolares. Estudios de citotoxicidad in vitro contra diversas lineas celulares
(MDA-MB-231, MDA-MB-435 y OVCARR3) indicaron que el compuesto 71 es un
excelente agente citotoxico. Finalmente, los estudios de acoplamiento molecular
permitieron proponer que el compuesto 71 se une a la CaM de manera no clasica
en un sitio similar al del antitumoral KAR-2, un derivado semisintético del antitumoral

vinblastina.



2. ANTECEDENTES
2.1 Cancer

El cancer, comprende una coleccién de enfermedades relacionadas en las que
las células del cuerpo se dividen descontroladamente y se esparcen hacia los tejidos
circundantes; se origina por cambios en los genes que controlan la forma en la que
las células funcionan, especificamente en relacion a cdmo crecen y se dividen [1].
Estos cambios genéticos pueden ser heredados u originarse en el curso de la vida
de una persona, como resultado de la exposicion a factores ambientales y/o

antropogénicos (e.g. sustancias quimicas cancerigenas, radiacion e infecciones)

2].

2.1.1 Panorama mundial y nacional del cancer

Este padecimiento es una de las principales causas de muerte a nivel mundial.
En septiembre del 2018 se registraron mas de 18.1 millones de casos nuevos 'y 9.6
millones de muertes relacionadas con esta enfermedad y se anticipa que en el 2040
se presentaran 29.5 millones de casos nuevos. En México, el nimero de casos
incidentes se estim6 en 190,667 al 2018 y se prevé que sean 359,542 en el 2040
(Figura 1). A la fecha, el cancer de mama es el de mayor incidencia en este pais,

con 27,283 casos reportados y 6,884 muertes asociadas a este tipo de cancer [3,4].

2.1.2 Tratamiento del cancer

Actualmente, la mayoria de los pacientes que padecen cancer reciben una
combinacion de tratamientos, como cirugia con quimioterapia y/o radioterapia;
mientras que algunos otros se someten a inmunoterapia, terapia hormonal,
trasplante de células madre, terapia dirigida (que contempla los cambios
moleculares expresados por células cancerosas) y terapia personalizada (que se
basa en los cambios genéticos particulares generados en el tumor de un paciente)
[5-7].



2018 2040

Mexico
190 667 359 542

Figura 1. Numero estimado de casos incidentes de 2018 a 2040 de todos los tipos de cancer, en
ambos sexos de todas las edades, en México [4].

2.2 Estado actual de la investigacién en productos naturales

Los productos naturales han sido tradicionalmente una fuente importante de
farmacos, per se o como moléculas lideres para el desarrollo de productos mas
eficaces [5,8-16]. Sin embargo, en las décadas comprendidas entre 1990 y 2010, la
industria farmacéutica se inclind por el desarrollo de nuevos farmacos a partir de
moléculas generadas de librerias sintéticas, mediante procesos de evaluaciones
farmacoldgicas de alto rendimiento (High-Throughput Screening, HTS por sus siglas
en inglés) [17,18]. Las razones principales de este cambio de estrategia incluyen:
(i) el tiempo y costo involucrado en los procesos de aislamiento y caracterizacién de
productos naturales; (ii) los bajos rendimientos de estos productos; (iii) el
aislamiento continuo de compuestos conocidos; (iv) la complejidad de muchas
sustancias naturales que dificulta su sintesis; (v) y en muchos casos las propiedades
fisicoquimicas de estos compuestos resultan incompatibles con los sistemas
bioldgicos [18,19].

La eficacia limitada de las técnicas de HTS y quimica combinatoria para la
generacion de moléculas lideres, asi como la prevalencia global de enfermedades
degenerativas como el cancer, la artritis reumatoide, la diabetes mellitus, y

padecimientos infecciosos resistentes a tratamientos de Ultima generacion,



renovaron el interés por la busqueda de productos naturales con estructuras
novedosas para solventar estos graves problemas de salud publica. En la bausqueda
de nuevos productos naturales es recomendable estudiar organismos provenientes
de nichos ecolégicos poco explorados, implementar métodos analiticos que
permitan detectar rdpidamente la presencia de moléculas conocidas y generar
analogos con propiedades farmacocinéticas deseadas, a través de procesos de

sintesis parcial y/o biosintesis dirigida.

Los microorganismos producen la mayoria de los farmacos de importancia
utilizados en la terapéutica contemporanea [20]. La amplia diversidad estructural
mostrada por los metabolitos bacterianos y fungicos se refleja en sus multiples
actividades farmacoldgicas. Asi, por ejemplo, muchos son antibiéticos y fungicidas
(penicilina, eritromicina, tetraciclina, vancomicina y anfotericina, etc.), otros
anticancerigenos (daunorubicina, bleomiciona, doxorubicina, mitomicina, etc.) e
inmunosupresores  (ciclosporina,  rapamicina, etc.) 'y, los menos,

antihipercolesterolemiantes (lovastatina y mevastatina) o antidiabéticos (acarbosa).

En términos de biodiversidad, el reino fungico constituye uno de los mas
vastos. Diferentes estudios sugieren que existen entre 1.5 y 3.8 millones de
especies fungicas [21], de las cuales, sélo alrededor del 5% han sido identificadas
y un numero aun menor de cepas han sido estudiadas desde el punto de vista
quimico [22]. En este contexto, es evidente que existen muchos microorganismos
fungicos por estudiar con la finalidad de obtener nuevos metabolitos secundarios
[23]. Un estudio realizado por Ito y colaboradores en 2011 demostré que cada
microorganismo puede producir entre uno y tres metabolitos nuevos [24]. Tomando
en cuenta estos datos, se estima que el reino fingico tiene una reserva potencial de
entre 4.5y 11.4 millones de nuevos productos naturales, utiles en los campos de la

medicina, agricultura e industria alimentaria [22].

Por otra parte, un estudio reciente realizado por los grupos de investigacion
de los Doctores Medina-Franco y Figueroa de la Facultad de Quimica de la UNAM,
demostré que los metabolitos secundarios aislados a partir de ascomicetos tienen

las siguientes caracteristicas:



e Presentan una elevada complejidad y diversidad estructural, asi como
propiedades fisicoquimicas similares a las de farmacos aprobados por la FDA.

¢ En la mayoria de los casos son especificos para sus blancos moleculares.

e Son menos toxicos.

e Son una fuente atractiva para la obtencion de moléculas prototipo para el
desarrollo de farmacos [25].

2.3 Tratamientos derivados de productos naturales

En el area del cancer, de 1940 a finales del 2014, de 175 moléculas pequefas
utilizadas clinicamente, el 75% fueron productos naturales per se, se basaron en
estos, o de alguna forma mimetizan un producto natural (Figura 2) [16]. Entre los
principales blancos farmacoldgicos de estas moléculas destacan aquellos que
interactdan con la tubulina, inhiben las topoisomerasas | y Il, inhiben la histona
deacetilasa, inhiben a las proteinas cinasas, inhiben proteinas de choque térmico,
inhiben el proteosoma, agentes que interactian con DNA (que no actlan como
inhibidores de topoisomerasas), agentes que activan caspasas y/o inducen
apoptosis, inhiben el factor inducible de hipoxia [26] y mas recientemente, aquellos

ligantes de la calmodulina (CaM) [27].

2.4 Calmodulinay su importancia en el desarrollo y progresién de tumores

La calmodulina es considerada la principal proteina reguladora de calcio en
células eucariontes. Su distribucion ubicua, su elevada conservacion durante la
evolucién y su amplio espectro de funciones subraya la importancia de esta proteina
de unidén a calcio en la regulacién de numerosos procesos fisioldgicos y patolégicos
[28-31].

La CaM es una proteina pequefia de 148 residuos de aminoacidos organizados
en dos dominios globulares, cada uno con dos sitios de uniéon a Ca?* (Figura 3) [32].
Ambos dominios estan unidos por un conector flexible, el cual esta involucrado en

las interacciones de CaM con sus proteinas blanco y antagonistas [30,32]. En su



conformacién Apo, la CaM estéa cerrada por sus dos dominios homadlogos. Una vez
que el Ca?* se une en ambos dominios, la conformacién de la CaM cambia a la
forma abierta, permitiendo que las proteinas blanco accedan a la cavidad
hidrofébica localizada en la parte interna de cada dominio [28]. Por lo tanto, los
antagonistas de CaM generalmente poseen una parte hidrofébica y una cadena
lateral cargada. La parte hidrofébica de los antagonistas es requerida para la unién
con el carboxilo y/o amino terminal que se ubican en la cavidad hidrofébica de la
CaM, mientras que la cadena lateral previene que las proteinas blanco accedan a
la cavidad hidrofébica de la CaM [33].

En relacion al cancer, la CaM se encuentra implicada en el desarrollo y
progresion de tumores. Procesos tales como la activacion de cinasas dependiente
de ciclina/complejos de ciclina, el metabolismo de nucleétidos, la sintesis de DNA,
la reorganizacion de cromosomas y la citocinesis son dependientes de la presencia
de CaM [27].

EPN HFB EDPN ®mFS ®mFS/MN HFS* ®mFS*/MN

Figura 2. Moléculas pequefas utilizadas en la clinica (del periodo 1940-2014), dividas en las
categorias: Producto natural inalterado (PN), Farmaco botanico (FB), Derivado de un producto
natural (DPN), Farmaco sintético (FS), Farmaco sintético que mimetiza la actividad de un producto
natural (FS/MN), Farmaco sintético con farmacéforo conocido de un producto natural (FS*), Farmaco
sintético con farmacoforo conocido de un producto natural que mimetiza la actividad de un producto
natural (FS*/NM).



Figura 3. Estructura 3D de la CaM. En color azul se muestran los atomos de calcio (Ca?*). La
estructura se obtuvo del banco de datos de proteinas (PDB) con el cédigo 1CLL. EL modelo se
genero utilizando PyMol.

Asi, el flujo de calcio extracelular hacia el interior de la célula bajo la estimulacion
de factores de crecimiento es esencial para iniciar la proliferacion celular. El
complejo Ca?*/CaM desempefia un papel transductor en eventos de sefializacion
mediante el control directo o indirecto de vias mitogénicas y de la maquinaria del
ciclo celular; especialmente actuando en la transicidon de la fase G1/S y en las fases
G2y M [27].

2.4.1 Inhibidores de calmodulina; una oportunidad para tratar el cancer

Los antagonistas de CaM inducen apoptosis en diversos modelos tumorales e
inhiben la metastasis; algunos de los cuales son usados como agentes
anticancerigenos [34], entre los que destacan la vincristina y vinblastina [30]. Esta
evidencia pone de manifiesto que un antagonista de la CaM puede presentar

actividad antitumoral.



2.4.2 Productos naturales como fuente de inhibidores de calmodulina

Los productos naturales antagonistas de CaM poseen una diversidad estructural
ilimitada; entre estos, los obtenidos de microorganismos fungicos han demostrado

ser los més potentes. Ejemplos de estos se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Ejemplos de metabolitos fungicos que inhiben a calmodulina.

Molécula Kd Fuente de obtencion
cl H 1.1 uM Malbranchea aurantiaca
/
o [35]
o}
N
N

Malbranqueamida (1)

3.7nM Emericella sp.
[36]
o HO, 18.3 nM Purpureocillium lilacinum
OH OH ;
[37]

Acremoxantonca C (3)




Tabla 1. Ejemplos de metabolitos fungicos que inhiben a calmodulina (continuacién).

Molécula Kd Fuente de obtencidn
0.25 uM MEXU 26343

[38]

Vermelhotina (4)
OH O 1.6 uM Sporomiella minimoides

() 9

MeO OMe
o}

Naftoquinona (5)

OH O OH

L,

0]

Emodina (6)

0.33 uM  Aspergillus stromatoides

[40]

OMe OH O

CH;

Naftopirona (7)

0.39 uM

Guanomyces polythrix

[41]




Tabla 1. Ejemplos de metabolitos fungicos que inhiben a calmodulina (continuacion).

Molécula Kd Fuente de obtencion
57 nM Chaetomium globosum
[30]
Epipolitiodioxopiperacina (8)
Kg:0.08-3.4 uM Paecilomyces fumosoroseus
(CH,)NCH3 [42]
0. O o)
R3"?/ NH
HN R,
N
0 H O

9) Beauverdlido C; Ry=Phe, R2=Phe, R3=lle, n=
10) Beauverdlido F; Ri=Phe, R2=Phe, R3=lle, n
11) Beauverdlido |; Ry=Phe, R2=Ala, R3=Leu, n
12) Beauverdlido J; R1=Trp, R2=Phe, R3=lle, n
13) Beauverdlido L; R1=Phe, R2=Ala, R3=lle, n=
14) Beauverdlido M; R1=Val, R2=Ala, R3=Leu, n
15) Beauverdlido N; R1=Tyr, R2=Ala, R3=Leu, n
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2.5 Antecedentes del género Paecilomyces

Paecilomyces sp. es un hongo filamentoso que ha sido aislado de una amplia
variedad de habitats, incluyendo: suelos cultivados y no cultivados, bosques,
praderas, desiertos, sedimentos de estuario, e incluso en lodo de aguas negras. Las
especies pueden crecer en un amplio rango de temperaturas, desde 8°C a 30°C.
Asimismo, posee una amplia tolerancia al pH y puede crecer en una variedad de

sustratos, haciéndolo una fuente rica de metabolitos bioactivos diversos [43].

La investigacion de los componentes quimicos del género de Paecilomyces ha
llevado al aislamiento de mas de 90 compuestos. Los metabolitos secundarios
representativos son las paecilotoxinas (moléculas lineales altamente téxicas;
también designadas como leucinostatinas) de Paecilomyces lilacinus,
paecilodepsipéptidos (ciclohexadepsipéptidos antimalaricos y antitumorales) de
Paecilomyces cinnamomeus y paeciloquinonas (antraquinonas, inhibidores de
tirosincinasa) de Paecilomyces carneus P-177. A muchos de estos compuestos se
les ha atribuido una gran diversidad de actividades biologicas, incluyendo
antibacteriana, antifingica, antioxidante, antiviral y antitumoral [44] . Asi por
ejemplo, se han aislado moléculas pertenecientes a muchas clases estructurales,
entre las que destacan los terpenoides, alcaloides, policétidos, péptidos no
ribosomales y metabolitos de biogénesis mixta. Algunos ejemplos selectos de estas

moléculas y sus actividades bioldgicas se muestran en las Tablas 2-6.

11



Tabla 2.Policétidos representativos aislados del género Paecilomyces.

Policétidos

R, R3

16) Paecilopirona A; R4=0OH R,=CH3; R3=H
17) Paecilopirona B; R4y=CH3 R,=H Rs=H
18) Fomapirona A; Ry=0H R,=H R3=H

[45]
5 o OH
9 O O
HO NP OH
\\\“ O O
Fomapirona C (19) Decloropoconina | (20)
[45] [46]

21) 4'-metoximonocilina IV; R=CHj;
22) 4'-hidroximonocilina IV; R=H Monocilina VI (23)

[46] [46]

12



H
Monocilina VII (24)

[46]

25) Paecilomicina N; 8'S
26) Paecilomicina O; 8'R

[46]

OH O

HO |

O
Paecilomicina P (27)

Ascofuranona (28)

[46] [47]
Ho, |
2 0
=
o o
0 HO
HO 0 J O

Cornexistina (29)

[47]

Acido 3-furanpropanoico (30)

[47]

Tabla 2. Policétidos representativos aislados del género Paecilomyces (continuacion).
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Tabla 2. Policétidos representativos aislados del género Paecilomyces (continuacion).

O/
NSNS
O
1

OH O—

31) 1S; Paecilocina B
32) 1R; Paecilocina C

N N N
O

OoH ©O

Paecilocina A (33)

[48] [48]
OH OH O OH OH
~N ~
Y o) o)

Paecilocina D (34)

[48]

Semiviriditoxina (35)

[47]

OH OH O

O OH OH
Viriditoxina (36)

[47]

Paeciloquinona A (37)

[49]

Paeciloquinona B (38)

[49]

OH O OH

LI
HO OH

O
Paeciloquinona C (39)

[49]
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Tabla 2. Policétidos representativos aislados del género Paecilomyces (continuacion).

OH O OH OH
(LI e
HO OH
o)

Paeciloquinona D (40)

[49]

OH O OH
HO OH

Paec:lloqumona E (41)

[49]

Versiconol (42)

W

Musacina D (43)

[49] [46]
|
]
¢ 4988
OH OH O OH

Paeciloxantona (44)

[46]

Crisofanol (45)

[46]

PO\
X o O
Fomolactona (46)

[44]

R
Hl
47) Catenioblina A; R=H

48) Catenioblina B; R= OH

[44]
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Tabla 3. Terpenoides representativos aislados del género Paecilomyces.

Terpenoides

Estigmasterol (49)

[43]

OH
O_ _{oH
OH
0

Sester-terpenoide YW3548 (50)

[50]

Ciclonerodiol (51)

[44]

COOH
Catenioblina (52)

[44]

Peréxido de ergosterol (53)
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Tabla 4.Alcaloides representativos aislados del género Paecilomyces.

Alcaloides

HN
O
Ciclo(valitriptofil) (54)

[44]

Farinomaleina (55)

[52]

Tabla 5. Metabolitos de biosintesis mixta aislados del género Paecilomyces.

Metabolitos de biosintesis mixta

HO

—0
OH

O O

Paeciloxocina A (56)

o
@)
—0
OH

O O

Paeciloxocina B (57)

[53] [53]
HO OH O HO OH O
~ P & PN
N (@] l}l (@]
H OH

Farinosona A (58)

[54]

Farinosona B (59)

[54]
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Tabla 5. Metabolitos de biosintesis mixta aislados del género Paecilomyces (continuacion).

OH COOH »
| X NN
HO HN N OHl
o) N ©
Farinosona C (60) (+)-N-Deoximilitarinona A (61)
[54] [55]
HO OH O
o NNF
N~ o
H
Militarinona D (63)
Paecilosetina (62)
[56] [57]
0 OH ') OH
P HO PO
N0 HNTX,
HO HO
Militarinona C (64) Militarinona B (65)
[57] [57]
HO OH O
B NN
l}l o
OH

Fumosorinona (66)

[58]




Tabla 6. Péptidos representativos aislados del género Paecilomyces.

Péptidos

Paecilodepsipéptido A (67)

[59]

/i::j/ox/<§r/
Q
’“T/H\H/A\COZR
N ;\JHVH HN™ ~0
oAy
(0]
68) Paecilodepsipéptido B; R=H

69) Paecilodepsipéptido C; R= CHj

[59]

H 9 H Q H H
N><H/N\;)J\N N%N><”/N\/\H/N\:/\N/
90 ij/b 0 e -

O s

Leucinostatina A (70)

[44]
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3. JUSTIFICACION

Debido a que el cancer impacta en la calidad y esperanza de vida de un gran
namero de personas en México y en el mundo, la investigacion en el tratamiento de
esta enfermedad es fundamental. Sin embargo, aun con los muchos avances que
se han logrado en el tratamiento del cancer en las décadas recientes, se deben
vencer numerosos desafios; ya que el cancer de cada individuo comprende una
constelacién Unica de mutaciones genéticas y otras alteraciones que incrementan
la complejidad de la identificacion de tratamientos que funcionen con mayor
probabilidad para el cancer de una persona dada.

En ese sentido, la busqueda de agentes inhibidores de calmodulina a partir de
productos naturales obtenidos de hongos aislados de nichos ecoldgicos poco
explorados, supone una estrategia factible en la identificacion de moléculas

novedosas que sean Utiles en la terapéutica del cancer.

Por lo tanto, el presente trabajo de investigacion se desarrollé como parte de un
programa multidisciplinario encaminado a la obtencion de antagonistas de la CaM
con posible actividad citotoxica contra diversas lineas celulares tumorales,
obtenidos a partir de microorganismos fungicos aislados de regiones poco

exploradas del territorio nacional.

20



4. HIPOTESIS

Estudios quimicos previos de especies del género Paecilomyces (criterio
guimiotaxondmico), en conjunto con los resultados preliminares de actividad
biolégica (citotoxicidad y union a CaM), sugieren que el aislamiento 1Q-023 obtenido
en el Cerro del Sombrero en Cuautepec, Ciudad de México, representa un candidato

idéneo para la obtencion de metabolitos secundarios con actividad citotéxica.

21



5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Descubrir nuevos agentes inhibidores de calmodulina (CaM) a partir de especies

fungicas selectas, Utiles como arquetipos estructurales para el desarrollo de

farmacos para el tratamiento del cancer o como herramientas de investigacion.

5.2 Objetivos particulares

Aislar microorganismos fungicos en cultivo axénico, obtenidos a partir de
sustratos poco explorados del territorio nacional.

Cultivar en pequefia escala microorganismos fangicos de interés quimico y
farmacoldgico.

Obtener el extracto organico a partir de los medios de fermentacion de las
especies fungicas.

Evaluar el potencial antagénico sobre la CaM de los extractos fungicos.
Reducir la complejidad quimica de extractos bioactivos empleando la
estrategia de fraccionamiento biodirigido, mediante el uso de técnicas
analiticas (en particular cromatografia).

Aislar y caracterizar al menos un metabolito secundario con actividad
antagonica de sobre la CaM, con apoyo de técnicas cromatograficas y
espectroscopicas.

Evaluar la actividad citotoxica del compuesto aislado sobre distintas lineas
celulares.

Realizar estudios de acoplamiento molecular de los metabolitos bioactivos,

con la finalidad de establecer su probable sitio de unién con la CaM.
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6. PARTE EXPERIMENTAL

6.1 Registro de constantes fisicas

Los espectros de RMN-'H se obtuvieron en un espectrémetro Brucker Ascend
Il 700 a 700 (*H) y 175 MHz (*3C), utilizando CDCIs como disolvente; los
desplazamientos quimicos fueron registrados en ppm (6). Los espectros de masas
de alta resolucién se obtuvieron utilizando ionizacion por “electrospray” (EM-ESI) en
modo positivo y negativo empleando un espectrometro de masas Thermo Q-
Exactive (Thermo Fisher Inc., MA, EEUU). EIl control del instrumento y el andlisis
de datos se realizo utilizando el Software Excalibur 3.0 (Thermo). El registro de los
espectros se realizo en la Universidad de Carolina del Norte en Greensboro, UNCG,
Carolina del Norte, EUA.

6.2 Toma de muestras

Para el aislamiento de microorganismos fungicos se recolectaron muestras de
hojarasca, musgo, corteza de arbol, maleza, y tallos sumergidos en depdsitos de
agua dulce (Figura 4), colectadas en la Sierra de Guadalupe (Cerro del sombrero,
Cuautepec, 19° 34’43.0 “N 99°07°17.5” W; 19°33'52.5” N 99°07°23.3” W, Ciudad de

México), siguiendo un criterio ecolégico (Tabla 7).

Escarabajo tortuga

Thuidiaceae Gloria de la mafiana (Charidotella)

Figura 4. Ejemplos de muestras recolectadas para aislamientos de hongos.
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Tabla 7. Datos generales de las muestras de estudio recolectadas.

Cdodigo de muestra Tipo de muestra Hongos aislados
M1001-1-1 Hojarasca 1Q-001, 1Q-002, 1Q-003
M1001-1-2 Suelo 1Q-004, 1Q-005, 1Q-006
M1001-1-3 Musgo (Thuidiaceae) 1Q-007, 1Q-008, 1Q-009
M1001-1-4 Corteza de un arbol IQ-010, 1Q-011, I1Q-012, IQ-013
M1001-1-5 Gloria de la mafiana 1Q-014, 1Q-015, 1Q-016
M1001-1-6 Estiércol de caballo 1Q-017, 1Q-018
M1001-1-7 Palo de agua 1Q-019, 1Q-020, 1Q-021, 1Q-022,

1Q-023, 1Q-024,
M1001-1-8 Suelo humedo 1Q-025, 1Q-026
M100-1-9 Insecto (escarabajo tortuga - 1Q-027, 1Q-028, 1Q-029, 1Q-030
Charidotella)

6.2.1 Tratamiento de las muestras y obtencion de cultivos axénicos

Cada una de las muestras se fragmento6 en trozos de 1-2 mm. Con el fin de
reducir la poblaciéon de microorganismos en la superficie de los trozos, los
ejemplares se sometieron al siguiente tratamiento de sanitizacion: en primer lugar,
las muestras se lavaron con agua estéril (1 minuto), posteriormente se sumergieron
en una solucion al 70% de alcohol etilico (1 minuto), se enjuagaron nuevamente con
agua estéril (1 minuto) y posteriormente se sumergieron en una solucion de
hipoclorito de sodio al 0.5% (30 segundos), se enjuagaron con agua estéril (1
minuto) y se dejaron secar en una gasa estéril. Finalmente, las muestras se
sembraron por separado y por triplicado, en cajas de Petri de 100 mm conteniendo
Agar Papa Dextrosa (PDA) y amoxicilina (500 mg/L). Estos cultivos se almacenaron
a temperatura ambiente. Para el aislamiento de microorganismos fungicos en cultivo
axénico se observaron las colonias de microorganismos que emergieron de las
muestras sembradas y se resembraron en cajas de Petri de 60 mm con PDA [60,61].
Una vez obtenidos los cultivos puros de microorganismos, se les asigno una clave
de identificacién alfanumérica, con independencia de su fuente de origen y se

realizo un registro fotografico de cada uno de estos (Figura 5).
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Figura 5. Cultivos de 14 dias en medio sdlido PDA de los aislamientos axénicos 1Q-001-1Q-030.

6.3 Caracterizacion taxondémica de microorganismos

La identificacion taxondmica de aislamiento 1Q-023 se realizé mediante analisis
de sus caracteristicas morfolégicas y genéticas del espaciador transcrito interno del
DNA ribosomal (ITS, por sus siglas en inglés; Figura 6). En esta técnica se
secuencia la region ITS, ya que posee un alto grado de conservacion [62].
Posteriormente, las secuencias se comparan con aquellas depositadas en la base
de datos del National Center Biotechnology Information (NCBI). Finalmente, las
secuencias alineadas se someten a un analisis de maxima similitud y se construye

un arbol filogenético que muestra la relacion evolutiva entre las especies [63].

6.4 Procedimientos cromatograficos generales

Los analisis por cromatografia en capa fina (CCF) se realizaron utilizando placas
de aluminio recubiertas con gel de silice 60 Fz2s4 de Merck (tamafio de particula 3.5-
7.0 ASTM y de 0.25 mm de espesor). Como eluyentes se emplearon diversas
mezclas de disolventes organicos (hexanos, CH2Clz, MeOH y AcOH). La
visualizacion de las placas se realizd empleando una lampara de UV a 250 y 365
nm. Como agente revelador se utilizé sulfato cérico amoniacal en acido sulfarico

concentrado [60].
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Figura 6. Andlisis filogenético del aislamiento 1Q-023. El andlisis de maxima similitud de la region
espaciadora interna (ITS, por sus siglas en inglés) de 1Q-023 permitid identificar al microorganismo
como una especie del género Paecilomyces.

6.5 Estudio quimico de Paecilomyces

6.5.1 Cultivos en pequefia escala de microorganismos fungicos

Los microorganismos aislados en cultivo axénico se transfirieron por
duplicado a tubos para centrifuga de 50 mL conteniendo 15 mL de caldo papa
dextrosa (CPD), para aumentar la cantidad de biomasa y generar un cultivo semilla
qgue sirviera como inoculo de un medio de cultivo de mayor tamafio. Una vez
obtenido el preindculo (5-7 dias), el cultivo del microorganismo en CPD se transfirié
a un matraz con arroz (12 g) y/o cereal (10 g), con el propésito de aumentar la
biomasa y promover la biosintesis de metabolitos secundarios. Estos cultivos se
mantuvieron a temperatura ambiente con periodos normales de luz-oscuridad por
28 dias [23,64,65].
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6.5.2 Obtencion de extractos organicos

Transcurrido el periodo de crecimiento, se prepar6 el extracto organico de los
microorganismos de acuerdo con la siguiente metodologia: 1) a cada matraz con
cultivo se le afladieron 60 mL de una mezcla 1:1 de CH2Cl2-MeOH y con ayuda de
una espatula se fragmenté la biomasa. Las muestras se maceraron por 24 h; 2)
transcurridas las 24 h, los cultivos se filtraron al vacio y el residuo solido se lavo con
90 mL de CH2Clz; 3) a las muestras bifasicas resultantes se les afadieron 75 mL de
agua destilada y posteriormente se agitaron por 10-15 minutos; 4) las mezclas
bifasicas se transfirieron a un embudo de separacién para realizar un proceso de
particion. Las fracciones organicas se concentraron a presion reducida; 5) los
extractos organicos resultantes se reconstituyeron con 100 mL de una mezcla 1:1
de MeOH-MeCN y se sometieron a un proceso de reparto con 100 mL de hexano.
Las mezclas bifasicas se transfirieron a un embudo de separacion y la fase de
MeOH-MeCN se concentr6 a presion reducida. Las fracciones hexanicas se
descartaron [64,65].

6.6 Estudios de metabolémica

6.6.1 Anélisis de redes moleculares

Los estudios de metabol6émica se realizaron por cromatografia de liquidos de
ultra eficiencia acoplada a espectrometria de masas de alta resoluciéon (UPLC-UV-
HRESIMS-MS/MS) de acuerdo con el protocolo descrito por EI-Elimat vy
colaboradores [66]. La separacion cromatografica se realizd6 en un cromatografo
Waters (Waters Corp., MA, EEUU) equipado con un detector DAD, en una columna
BEH Cis (Waters Corp., MA, EEUU; 1.7 ym, 2.1 x 100 mm) y empleando un
gradiente lineal iniciando con 15 % de MeCN y 85 % de acido férmico al 0.1 % en
agua, hasta 100 % de MeCN en 8 min, manteniendo la composicion isocratica por
1.5 min y regresando a las condiciones iniciales en 0.5 min. El control del equipo y
analisis de datos se realiz6 con los softwares Empower 3.0® y Excalibur 3.0. El

registro de los espectros se realizé en la Universidad de Carolina del Norte en
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Greensboro, UNCG, Carolina del Norte, EUA.

El andlisis de datos se realiz6 siguiendo los protocolos descritos en la literatura
[66,67]. Brevemente, se compard el tiempo de retencion, el maximo de absorcion
(UV), el espectro de masas de alta resolucion y el patron de fragmentacion (los 10
picos mas intensos) utilizando los modos de ionizacion positivo y negativo derivados
del analisis de los perfiles de UPLC-UV-HRESIMS-MS/MS de extractos organicos
con aquellos obtenidos para estandares de referencia (~400 metabolitos

secundarios).

Para el andlisis de redes moleculares, los archivos de salida .raw se convirtieron
en archivos .mzXML empleando el software RawConverter, incluido en la paqueteria
de MSFileReader (Thermo), para su posterior andlisis utilizando el servidor de la
Global Natural Products Social Molecular Networkig (GNPS) [68]. Los parametros

utilizados para el andlisis se enlistan a continuacion:

e Tolerancia de la masa del ion molecular precursor = 0.02 Da
e Tolerancia de la masa de fragmentos i6nicos = 0.02 Da

e Puntuacion minima del coseno = 0.7

e Fragmentos minimos identificados = 6

e NUmero maximo de nodos conectados = 100

e Tamafio minimo de los cllsteres = 2

e Busqueda de analogos = positiva

e Puntuaciéon del umbral = 0.7

¢ Maxima diferencia en masa para la busqueda de analogos = 100 Da

6.7 Preparacion de cultivo en mediana escala y obtencion de extractos
organicos de 1Q-023

Para el cultivo en mediana escala, la especie fungica se cultivd en placas de

PDA (x5) por un periodo de 5 dias. Posteriormente, el hongo se transfirio a medio
liguido CPD (15 mL x 10). Los cultivos liquidos se mantuvieron en agitacion
constante a 100 rpm durante 5 dias, a temperatura ambiente y con ciclos normales
de luz-obscuridad. Consecutivamente, cada cultivo se verti6 en matraces
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Erlenmeyer de 250 mL conteniendo 12 g de cereal Cheerios® (x10). El periodo de
crecimiento se extendié durante 28 dias a temperatura ambiente con periodos
normales de luz-oscuridad. El extracto organico se preparo siguiendo el protocolo

previamente descrito [23].

6.7.1 Fraccionamiento primario del extracto organico de la especie fungica IQ-
023

El fraccionamiento primario de los extractos se realiz6 mediante cromatografia
en columna tipo flash, en un cromatégrafo CombiFlash Rf system (Teledyene ISCO.,
NE, EEUU), equipado con una bomba binaria y los detectores de arreglo de diodos
(DAD, linea amarilla) y evaporativo de dispersion de luz (ELSD, linea verde). Como
fase estacionaria se empled gel de silice (RediSep Rf) y como fase movil un
gradiente de polaridad creciente entre diferentes mezclas de hexanos, CHCIs y

MeOH (linea azul). Las condiciones de este andlisis se resumen en la Figura 7 [69].

Muestra inyectada 1.5 g de extracto de 1Q-023
Tamafio de la columna 24 g
Flujo de fase mavil 35 mL/min
Solvente Al Cloroformo
Solvente B1 Hexano
Solvente B2 Metanol
Volumen de fraccién 25 mL

T4 T 8 T 13
1

1.00 0 14

0.45
0.40
0.35
0.30
0.50 0.25
0.20
0.15
0.25
0.10

0.05

0.00 0.00

‘\'\.\.!_\I\IFJQI\\.\.\I\I.'\.'!'.I.\.\\I.\'.\ _._‘

0.0 10.0 20.0 30.0 40.0 50.0 60.0
Absorbance Run Length 63.0 CV (60.5 Min) Percent B
Ext. Detector

Figura 7. Condiciones cromatograficas del fraccionamiento primario del extracto de 1Q-023.
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Asi, el fraccionamiento primario del extracto organico de 1Q-023 condujo a la
obtencion de 13 fracciones primarias. El rendimiento de cada fraccion se resume en
la Tabla 8.

Tabla 8.Agrupamiento de fracciones primarias del extracto de 1Q-023.

Grupo | Fracciones | Codigo de muestra | Rendimiento (mg)
1 1-10 01001-60-1 38.4
2 11-22 01001-60-2 5.5
3 23-30 01001-60-3 27.3
4 31-48 01001-60-4 61.5
5 49-52 01001-60-5 63.8
6 53-55 01001-60-6 29.8
7 56-59 01001-60-7 44.8
8 60-61 01001-60-8 30.6
9 62-63 01001-60-9 47.6

10 64-67 01001-60-10 59.0
11 68-70 01001-60-11 36.4
12 71-79 01001-60-12 313.7
13 80-102 01001-60-13 427.1
Total 1,181.5

Aislamiento de la militarinona A (71)

El aislamiento y purificacion de los componentes presentes en la fraccion
primaria 01001-60-7 se realiz6 mediante cromatografia de liquidos de alta eficiencia
(HPLC) en modo analitico y preparativo. Los analisis se realizaron en un
cromatdgrafo Varian ProStar equipado con un detector de arreglo de diodos. Los
andlisis a nivel analitico se realizaron en una columna Synergi (5 pm, 250 x 4.6 mm)
utilizando como fase movil un gradiente lineal iniciando con 80% de A (MeOH) y 20
% de B (0.1 % acido férmico en agua) hasta 100 % de A en 30 minutos, con un flujo
de 1.0 mL/min.

El escalamiento de las condiciones analiticas en una columna Synergi (5 ym,
250 x 21.2 mm) utilizando como fase mévil las condiciones antes descritas con un
flujo de 21.2 mL/min (Figura 8, Tabla 9), permiti6 el aislamiento de 9.1 mg de

militarinona A (71).
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Figura 8. Cromatograma del fraccionamiento secundario preparativo de 01001-60-7.

Tabla 9. Agrupamiento de fracciones del fraccionamiento de 01001-60-7.

Grupo Fracciones Cddigo de Rendimiento

muestra (mg)
01 17-18 01001-76-1 1.0
02 19-22 01001-76-2 9.1
03 31-33 01001-76-3 1.0
04 57 01001-76-4 3.3
05 59 01001-76-5 3.7
06 61 01001-76-6 2.7
Total 20.8

6.8 Estudios de acoplamiento molecular

6.8.1 Proteinas

La estructura cristalografica de la calmodulina se obtuvo del Protein Data Banck
(codigo PDB: 1A29). Las estructuras proteicas usadas en los calculos de
acoplamiento molecular se prepararon en la interfaz grafica AutoDock Tool 1.5.4
(ADT), en la cual se afadieron los atomos de hidrogeno polares y cargas de
Kolleman. Los archivos fueron almacenados en un formato apropiado para su

posterior uso en Autogrid4.0 y AutoDock4.0 [61].
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6.8.2 Preparacién de los ligandos

Los ligandos evaluados en los estudios de acoplamiento molecular se

construyeron en el programa Spartan’10 (www.wavefunction.com). La optimizacion

geomeétrica se realiz6 usando métodos semiempiricos, con un campo de fuerza
PM3, empleando el programa Spartan '10. Posteriormente los ligandos fueron
preparados con la asignacion de las cargas atomicas de Gasteiger-Marsilli y la
adicion de hidrégenos no polares mediante el programa AutoDock 4.2 usando la
interfaz ADT 1.5.4 [61].

6.8.3 Acoplamiento molecular (AM, Docking)

La prediccion de las conformaciones accesibles por los ligandos se realizé con

el programa AutoDock 4.2 (http://autodock.scripps.edu/) empleando un Algoritmo

Genético Lamarckiano (LGA). Para la prediccion de los sitios y conformaciones de
unién de menor energia, inicialmente se realiz6 un estudio de acoplamiento
molecular ciego en una region de busqueda (grid) de 126 x 126 x 126 A centrada
en la proteina. Posteriormente, la conformacion de menor energia (menor AGunisn)
resultante se utiliz6 como la inicial para llevar a cabo una nueva simulacion en una
region de busqueda de 40 x 40 x 40 A centrada en el ligando. Todas las
simulaciones se realizaron con un LGA, un tamafio de poblacion de 150 individuos,
2.5 x 10° evaluaciones energéticas y 100 corridas [61]. Los resultados fueron
analizados utilizando la interfaz ADT 1.5.4 (analisis por cluster), PyMol.

6.9 Ensayos de apagamiento de la fluorescencia extrinseca utilizando el
biosensor hCaM M124C-nBBr

Los espectros de fluorescencia de la militarinona A (71) se adquirieron con un
espectrofluorometro ISS-PC1 (ISS, Champaing, IL, USA) a 25°C, empleando una
Aexde 340 nm y Aem de 410-550 nm. Los datos se registraron a traves del software
VINCI 1.6.SP4 (Experiment & Instrument Control). Obtenidos los datos, se calculd

la kg del complejo proteina-ligando sustituyendo en la siguiente ecuacion:
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[1+kq+ (Ly/Po) ] —I1+ (ka/Po) + (Lo/Po)] — 4(Lo/Po)
2

v0=

En la cual, Po representan a la concentracion de la proteina, Lo al ligando y Kg
es la constante de disociacion. El andlisis de los datos se realizd con el programa

Prisma 6.0.

El estudio de apagamiento de la fluorescencia extrinseca de la CaM en
presencia de militarinona A (71) se realiz6 empleando el biosensor fluorescente
hCaM M124C mBBr a una concentracion de 1 yM en solucién amortiguadora de
NaOAc 5 mM y 10 mM de CaClz a pH 5.1 siguiendo la metodologia descrita por
Gonzalez-Andrade y colaboradores [40,70].

6.10 Evaluacién del potencial citotéxico

El potencial citotoxico del extracto organico de la especie 1Q-023 y el compuesto
71 se evalud contra las lineas celulares MDA-MB-231(cancer de mama), MDA-MB-
435 (melanoma humano) y OVCAR3 (cancer de ovario). Las lineas fueron
proporcionadas por la American Type Culture Collection (ATCC, anassas, VA). Para
ello, las lineas celulares fueron reactivadas e incubadas a 37 °C en medio liquido
RPMI 1640 y 5 % de CO2, suplementado con suero fetal bovino (10 %), penicilina
(100 U/mL) y estreptomicina (100 pg/mL). Posteriormente, las células en fase log
de crecimiento se recuperaron mediante tripsinizacion en monocapa y sucesivos
lavados, para eliminar cualquier remanente enzimatico. El ensayo de ciotoxicidad
consistié en incubar una alicuota equivalente a 5,000 células por pozo, en una placa
de 96 pozos a 37 °C y 5 % de CO:2 por 16 h. Al término del periodo de incubacién,
a cada pozo se le adicion6 una alicuota de los productos a evaluar disueltas en
DMSO y se realiz6 una segunda incubacién por 72 bajo las mismas condiciones. La
viabilidad de las células se cuantifico empleando el kit comercial CellTiter-Blue (Cell
Viabillity Assay, Promega Corp, Madison, WI). Los resultados se reportan como el
porcentaje de inhibicion a las concentraciones de 2 y 20 ug/mL para extractos y

como concentracion inhibitoria media (Clso) para los productos puros [69,71-73].
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

El presente estudio se desarroll6 como parte de un programa multidisciplinario
de mayor alcance enfocado en el aislamiento de moléculas bioactivas a partir de
microorganismos fungicos, colectados en regiones inexploradas del territorio
nacional. La metodologia consta de 14 pasos, iniciando con la recoleccion de los
sustratos para la obtencion de microorganismos en cultivo axénico (1-3).
Posteriormente, los microorganismos se cultivan inicialmente en pequeia escala
por un periodo de 28 dias (5), mientras se realiza la identificacién taxonémica, a
través de andlisis filogenéticos (4). Transcurrido el periodo de fermentacion, se
obtiene el extracto organico utilizando metodologias convencionales (6). Enseguida,
el extracto se evalla en diferentes ensayos para determinar si éste presenta alguna
actividad bioldgica, y se analiza utilizando técnicas de cromatografia de liquidos
acoplada a espectrometria de masas (estudios de metabolémica, analisis de redes
moleculares) para descartar la presencia de metabolitos secundarios conocidos
(priorizacion de muestras). Subsecuentemente, se reduce la complejidad quimica
del extracto organico empleando diversas técnicas cromatogréaficas hasta obtener
los compuestos puros, mismos que se caracterizan mediante el empleo de técnicas
espectroscopicas y espectrométricas (7-11). Una vez identificados los compuestos,
se realizan diversos ensayos in vitro (12 y 13) e in silico (14) para corroborar la
actividad biologica y proponer un probable mecanismo de accion (Figura 9).

En el presente estudio, el microorganismo 1Q-023 (Paecilomyces sp.) aislado de
un tallo sumergido en agua dulce colectado en el Cerro del Sombrero, Cuautepec,
Ciudad de México, se cultivdé en dos diferentes medios sélidos de cultivo (arroz y
Cheerios®) por un periodo de 28 dias a temperatura ambiente y con fotoperiodos
normales de luz oscuridad. Transcurrido el periodo de fermentacion se preparo el
extracto organico de acuerdo con el protocolo descrito en la seccion experimental.
Posteriormente, se evalud la actividad biologica de los extractos en diversos
ensayos in vitro, incluyendo inhibicion de las enzimas a-glucosidasas de levadura y
de mamifero (intestino de rata; Sigma-Aldrich), y su potencial citotoxico contra dos
lineas celulares (MDA-MB-435 y MDA-MB-231). Los resultados preliminares de
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actividad citotoxica (~100 % de inhibicién a 2 y 20 pg/mL; Figura 10) motivaron el

estudio quimico de esta especie.

3. Aislamiento en cultivo axénico. 5. Cultivo en pequefia y gran escala.

Arbol filogenético

M | i

RMN

7. Andlisis cromatografico. 8. Espectrometria de masas. 10. Resonancia 4. Identificacion
N taxondmica de hongos.

6. Obtencion de

extractos organicos. >0
Magnética Nuclear.

GNPS : ROT YV - "épﬁ;‘%‘

'S O~ >
|
9. Andlisis de redes moleculares N“T0 OBV
oA CpgH37NO (é’
% 37 ¢ 14. Estudios de

11. Aislamiento y purificacion de militarinona A. acoplamiento molecular.

— »

3
e .
, £
13. Evaluacién de 3 (o)
actividad citotoxica. 12. Estudios de apagamiento

de fluorescencia.

Figura 9. Estrategia general para la obtencion de antagonistas de la CaM con actividad citotoxica a
partir de microorganismos fangicos. Se inicia con la recoleccion de los sustratos para la obtencion
de microorganismos en cultivo axénico (1-3). Posteriormente, los microorganismos se cultivan en
pequefia escala por un periodo de 28 dias (5), mientras se realiza la identificacion taxonémica de los
microorganismos aislados, a través de analisis filogenéticos (4). Transcurrido el periodo de
fermentacion, se obtiene el extracto organico utlizando metodologias convencionales (6).
Enseguida, el extracto se fracciona utilizando diferentes técnicas cromatogréaficas hasta obtener los
compuestos puros, que se caracterizan mediante el empleo de técnicas espectroscopicas,
espectrométricas y empleando una plataforma de analisis de redes moleculares(7-11). Una vez
identificados los compuestos, se realizan diversos ensayos in vitro (12 y 13) e in silico (14).
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Figura 10. Actividad citotoxica del extracto de 1Q-023 sobre las lineas celulares MDA-MB-231
(cancer de pecho) y MDA-MB-435 (melanoma).

El estudio quimico inicié con el andlisis por cromatografia de liquidos de alta
resolucién acoplado a espectrometria de masas de los extractos organicos de arroz
y Cheerios® del microorganismo (Figura 11), mismo que indicé la presencia de un
metabolito secundario mayoritario en los dos extractos. Por otra parte, el analisis de
redes moleculares de ambos extractos permiti6 seleccionar el medio sélido
Cheerios® como el mas adecuado para la expresién de metabolitos secundarios

con actividad citotoxica (Figura 12).

Asi, la reduccion de la complejidad quimica del extracto organico de
Paecilomyces sp. (IQ-023) utilizando cromatografia tipo flash (fase normal), HPLC
analitico y preparativo (fase reversa), permitié el aislamiento de la militarinona A
(71) como el metabolito mayoritario producido por la especie fungica bajo las

condiciones de cultivo [74].

Militarinona A (71)
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Figura 11. A) y C) Espectros de masas de extractos de 1Q-023 en arroz (A) y Cheerios® (C),
respectivamente. B) y D) Espectros de UV-Vis. de extractos de 1Q-023 en Ay C, respectivamente.

37



ﬁ?t’\f\f Il

B S ol "

sElesitilitili i oe”

L et T2 1o 1o TeTe Lo Te Te T2 T2 To T T T2 T2 T2 12 Yo 1o Lot
212 Lo e T 12 12 TeTe TeTe Te T2 12 Yo T Te Te Te T2 12 Yo T e
212 T2 12 12 T2 12 TeTe Te T2 T T2 T2 L T T2 T2 T2 12 12 T2 12 Lot
T2 T2 T2 T2 T2 1o TeTe Te Yo Te Yo T YL T T T2 T2 T2 Lo T T2 Lot
DD DIDDDDIDYDDADDDDIPIDIDD
L T2 T2 T2 1L 1< T2 T2 T2 T2 Lo T2 T2 L T2 T2 T2 T2 T2 12 T T Te T
L 12 12 T2 T2 12 T TeTe Yo T2 12 To T2 Te T T T2 T2 T2 T2 T T Tt
DRDDDDIDYIDDRIDDDIDDAIDDDLSD
DRDRRDDADIDRDRDDDDADRDDA
2T T2 12 T2 12 1212 Y212 T2 T T

Figura 12. Analisis de redes moleculares. En azul se muestran aquellos nodos en los que convergen
espectros de masas de extractos de 1Q-023 de cultivos de Cheerios® y arroz. Con morado se
representan a los nodos Unicos de cereal y con rosa a los nodos Unicos de arroz.
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La militarinona A (71) se aisl6 como un solido de color amarillo-naranja. Su

formula molecular se estableci6 como C26H37NOs con base en el ion

pseudomolecular [M+H]* = 460.2668 m/z, calculado para C2sH3sNOs (Figura 13).

Su espectro de UV obtenido del andlisis por UPLC-UV mostr6 maximos de
absorcién en 220.06 y 396.6 nm (Figura 14). El espectro de RMN-H (Figura 15)

en combinacion con el experimento HSQC (Figura 17), ambos registrados en

CDCIs, mostraron sefiales para 35 hidrégenos, incluyendo:

1.

Una sefal simple que integra para uno en én 17.69 ppm, correspondiente al
proton del enol en posicién 4.

Seis sefales para protones vinilicos en én 7.97 (d), 7.89 (s), 7.23 (dd), 6.75
(d), 6.48 (dd) y 5.56 (d) ppm, asignables a los protones de las posiciones 8,
6, 9,11, 10y 13, respectivamente.

Una sefial doble para un metilo vinilico en éu 1.84 ppm, atribuible a los
hidrogenos del metilo 21.

Dos resonancias dobles en 61 0.98 y 0.85 ppm asignables a los metilos de
las posiciones 19 y 20.

Una sefial triple que integra para tres en o+ 0.83 ppm aplicable al grupo metilo
de la posicién 18.

Dos sefiales multiples en 61 1.12 y 1.31 ppm que corresponden con los
protones de la posicion 15.

Una resonancia multiple en én 2.66 ppm asignada al proton de la posicion
14.

Una sefial maltiple atribuida al protén 16 en on 1.24 ppm.

Dos resonancias multiples entre 6n 1.85-2.03 ppm que integran para 4
asignable a los protones de las posiciones 2',6'y 3, 5".

10.Dos sefales multiples entre 6u 1.16-1.37 ppm que integran para 6 atribuibles

a los protones de las posiciones 16, 17, 2',6'y 3', 5".

11.Una sefal triple de triples en én 3.69 ppm correspondiente al oximetino de la

posicion 4' (Tablal0, Figura 15) [74].
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En el espectro de RMN-13C (Figura 16) se registraron 26 resonancias en oc
193.7, 174.1, 156.9, 150.0, 148.3, 147.8, 133.0, 131.6, 126.1, 125.4, 117.5, 105.5,
70.6, 70.14, 44.8, 34.4 (x2), 32.5, 31.1, 30.8 (x2), 30.2, 21.4, 19.3, 12.6 y 11.4 ppm
(Tabla 10), asignables a cuatro grupos metilo, seis metilenos, nueve metinos y siete
carbonos cuaternarios [74].
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Figura 13. Espectro de masas de alta resolucion para la militarinona A (71). El espectro se obtuvo
por la técnica de electrospray en modo positivo (ESI-MS).
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La estructura en 2D de la militarinona A (71) se establecié a través del analisis
de los espectros de correlacion homonuclear (*H-*H COSY) y heteronuclear a larga
distancia (*H-3C HMBC); Figuras 19 y 21. Asi, el andlisis del espectro COSY
permitio identificar los sistemas de spin mostrados en las Figuras 20a, 20b, 20c y
20d. La configuracion de los dobles enlaces 8-9, 9-10y 10-11 se establecieron como
E con base en el andlisis de las constantes de acoplamiento entre dichos protones
(Tabla 10). El sistema de spin 2', 6'-3', 5'-4' en la subestructura 20d se establecid
por la presencia de sefiales equivalentes para los metilenos de las posiciones 2', 6'
y 3', 5', surgiendo la presencia de un anillo de ciclohexano 1,4 disustituido. Por otra
parte, el andlisis exhaustivo del espectro de HMBC (Figuras 19 y 21) permitié
ensamblar la estructura de la militarinon A (71) como un alcaloide de tipo piridona.
Cabe mencionar que los datos de RMN para la militarinona A (71) concuerdan con
los reportados por Schmidt y colaboradores en 2002 [74].
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Figura 14. Perfil de UV de la militarinona A (71).
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Figura 15. Espectro de RMN-'H de la militarinona A (71), obtenido a 700 MHz en CD3OD.
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Figura 16. Espectro de RMN-13C de la militarinona A (71), obtenido a 175 MHz en CDsOD.
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Tabla 10. Datos espectroscdpicos de RMN-H y RMN-13C para la militarinona A (71) en CDs;0OD (*H

a 700 MHz y BCal75 MHZZ.

Posicién de carbono  &6C oH Multiplicidad J (H2)
2 156.9
3 105.5
4 174.1 17.69 s
5 117.5
6 133.0 7.89 S
7 193.7
8 126.1 7.97 d 14.9
9 147.8 7.72 dd 14.8,11.3
10 125.4 6.48 dd 15.1,11.3
11 150.0 6.75 d 15.1
12 131.6
13 148.3 5.56 d 9.7
14 31.1 2.66 m
15a 44.8 1.12 m
15b 1.31 m
16 32.5 1.25 m
17a 30.2 1.12 m
17b 1.29 m
18 11.4 0.83 t 7.4
19 19.3 0.85 d 6.5
20 21.4 0.98 d 6.6
21 12.6 1.84 m
1 70.6
, 6 34.4 1.97 m
, 30.8 1.81,1.89 m
70.1 3.69 tt 10.8,4.4
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Los alcaloides de tipo piridona representan un grupo muy pequefio de
metabolitos de biogénesis mixta. Su biosintesis involucra la condensacion de un
residuo de fenilalanina y una cadena de tipo policétido, que resulta en la formacion
un intermediario del tipo &cido tetrdmico, el cual se rearregla, expande, oxida y
reduce para generar el producto 71 (Figura 22) [74,75].

HO O- OH 0O o O o o o
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NH,
HS® ~O
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HO
HO O

HN
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5) N-Oxidacion
7) Oxidacién/Reduccién

HO

Figura 22. Propuesta biosintética para la formacion de la militarinona A (71).

Considerando la naturaleza anfipatica de la militarinona A (71) (una parte
hidrofébica y una parte hidrofilica) se decidio evaluar su actividad antagonica sobre
la proteina CaM. Para ello se utilizé el biosensor fluorescente hCaM-M124C-mBBr
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[70], el cual presenta ciertas ventajas, entre las que resaltan: la posibilidad de
realizar mediciones directas en solucion, utilizacion de una cantidad minima de
muestra, una alta sensibilidad y especificidad de union, ademas de que permite

realizar determinaciones cuantitativas de los parametros de union [70].

La interaccion del compuesto 71 con el biosensor provoca cambios
conformacionales que se reflejan en un cambio en el microambiente que rodea al
fluoréforo, resultando en un apagamiento de la fluorescencia (Figura 23A), mismo
que se atribuye a la formacion del complejo hCaM-M124C-mBBr-4Ca?*-71. Los
resultados de este ensayo indicaron que 71 se une a la CaM, con una Kq de 412.5
+ 0.25 nM (Figura 5B), tres veces mas afin que la clorpromazina (1.25 £ 0.12 uM),
compuesto utilizado como control positivo y comparable con la de algunos
metabolitos secundarios de microorganismos flingicos, tales como: las emodinas de
Aspergillus sp., las xantonas de Emericella 25379, las malbranqueamidas de
Malbranchea aurantiaca y la chaetomina de Chaetomium globosum, por mencionar

algunos [30].
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Figura 23.Ensayo de unién de militarinona A (71) con la CaM. Espectros de fluorescencia (A) y curva
de titulacion (calculo de Kg) (B) del biosensor fluorescente hCaM-M124C-mBBr con concentraciones
crecientes de militarinona A (71).

Estudios previos sefialan que los antagonistas de la CaM presentan actividad
antitumoral [76,77]. Esta informacién, en conjunto con los resultados de union a la
CaM, motivaron la evaluacion de 71 como agente citotéxico contra tres lineas

celulares tumorales de importancia clinica (MDA-MB-231, MDA-MB-435 vy
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OVCARB3). Los resultados de esta evaluacion permitieron reconocer al compuesto
71 como un excelente agente citotoxico (Figura 24, Tabla 11), con concentraciones
inhibitorias medias (Clso) en el rango de 1.17-4.08 uM, comparables con la Clso de
1.75 uM reportada para la linea celular A549 (de carcinoma de pulmon) [78]. En

este experimento el Taxol®, un producto natural, se utiliz6 como control positivo.

Tabla 11. Evaluacién de la actividad citotoxica de la militarinona A (71) contra diversas lineas
celulares tumorales.

Clso(LM)
Compuesto
MDA-MB-435 MDA-MB-231 OVCARS3
Militarinona A (71) 1.17 4.08 1.56
L C|5o(nM)
Control positivo
MDA-MB-435 MDA-MB-231 OVCARS3
Taxol 0.43 166 5.12
120+ -O- MDA-MB-231
-izF- MDA-MB-435
100+ % --A-- OVCAR3
© ®
o
S 80 %
> AN . b7
2 L g
(/o) 40+ 7 8 %
o~
20- 0
0 T T T 1
2 -1 0 1 2

Log [Militarinona A] uM

Figura 24. Actividad citotoxica de militarinona A (71). Curvas concentracion-viabilidad celular de 71
contra las lineas celulares MDA-MB-231 (circulos azules), MDA-MB-435 (cuadros rojos) y OVCAR 3
(triangulos verdes).

Finalmente, con el objetivo de predecir el posible sitio de unién de 71 con la CaM,
se realizaron estudios de acoplamiento molecular utilizando la estructura
cristalografica de la CaM cocristalizada con trifluoroperazina (Cédigo PDB: 1A29)

como modelo. Los resultados del estudio indicaron que la militarinona A (71) se une
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a la CaM de manera no clasica, en un sitio similar al del compuesto KAR-2, un

compuesto con actividad antitumoral derivado de la vinblastina (Figura 25 A) [30].

Los aminoacidos involucrados en la interaccion son principalmente hidrofébicos
e incluyen a la Phe'®, Leu®?, lle®?, Val®®, lle®3, Phe®8, Met’t, Met’?, Arg’4, Lys’®, Met’®
y Met!4%, Las fuerzas que gobiernan la interaccién incluyen enlaces de hidrégeno e

interacciones de tipo hidrofdbicas [30].

g

- J ILE-52 /r

Figura 25. Modelo estructural generado para la militarinona A (71) en complejo con la calmodulina.
La figura A muestra el sitio de union del compuesto 71 (bastones azules) y el farmaco antitumoral
KAR-2 (bastones naranjas). La figura B muestra los aminodacidos involucrados en el sitio de unién
del compuesto 71 y KAR-2 con la CaM (bastones grises).

En general, los derivados de N-hidroxipiridona que se distribuyen en la
naturaleza son un grupo de compuestos con una diversidad rica de estructuras y
bioactividades [78]. Sin embargo, las N-hidroxipiridonas sustituidas con una fraccion
enoil en C-3 son relativamente raras. La militarinona A (71) pertenece al grupo de
las N-hidroxipiridonas y se ha aislado anteriormente de Isaria farinosa y

Paecilomyces militaris [74].

Se ha demostrado que la militarinona A (71) y sus analogos son capaces de
inducir sefalizaciones complejas, tales como PI3-K/PKB, MEK/ERK, p53 vy

acumulacion de especies reactivas de oxigeno , que juntas contribuyen a promover
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neuritogénesis [74] y/o apoptosis dependiendo de los niveles de expresion basal de
p53 [79]. La mayoria de las moléculas a las cuales se les atribuyen estas
propiedades son glicoproteinas que presentan dificultades de atravesar la
membrana hematoencefalica; de modo que las moléculas pequefias no peptidicas
con propiedades neuritogénicas que logran llegar al sistema nervioso central son
una herramienta valiosa en la investigacion de las enfermedades

neurodegenerativas [79].

Asimismo, se ha reportado que la fumosorinona (66) , un analogo estructural de
la militarinona A (71), es capaz de inhibir a la proteina tirosina fosfatasa 1B [58], que
es un blanco molecular prometedor en la prevencion y tratamiento de diabetes y
obesidad [80]. Ademas, se ha demostrado que la inhibicion de PTP1B podria
representar una estrategia terapéutica novedosa en la atencion al crecimiento de
tumores [80,81], de manera equiparable al enfoque que se ha seguido con las

proteinas cinasas de tirosina en la terapia del cancer.

En resumen, con este trabajo se pone en evidencia el valor de los
microorganismos fungicos que habitan las regiones inexploradas del territorio
nacional, como fuente fértii de entidades quimicas novedosas con actividad
bioldgica.

En particular, las especies del género Paecilomyces se proyectan como una
mina de oportunidades para buscar agentes Utiles en la terapéutica del cancer. Es
importante subrayar que la informacion generada en este proyecto constituye el
primer reporte de la actividad antagdnica de la militarinona A (71) sobre la CaM, y
permite proponer este mecanismo como la via por la que ejerce su notable actividad
citotdéxica. Por lo tanto, surge la pertinencia de estudiar a aquellos analogos
estructurales de militarinona A (71) como agentes inhibidores de CaM, citotoxicos y
antitumorales; asi como a las especies del género Paecolomyces y/o relacionadas

con ésta.

49



8. CONCLUSIONES

e A partir de un tallo sumergido en agua dulce de la Sierra de Guadalupe, se
logré aislar al hongo identificado con la clave 1Q-023, caracterizado
taxondmicamente como perteneciente al género Paecilomyces.

e Se pone de manifiesto el valor inapreciado de las regiones inexploradas del
territorio nacional como fuente de microorganismos de importancia médica.

e Se aisld y elucidé al compuesto mayoritario, conocido como mililtarinona A
(71).

e La militarinona A (71) presenta actividad antagénica sobre CaM con una Ky
de 412.5 £ 0.25 nM.

e La militarinona A (71) posee actividad citotoxica sobre las lineas celulalres
MDA-MB-231 (cancer de pecho), MDA-MB-435 (melanoma) y OVCARS3
(cancer de ovario), con Clso de 4.08, 1.17 y 1.56 (uM), respectivamente.

e Los estudios de acoplamiento molecular indicaron que la militarinona A (71)
se une a la CaM de manera no clasica, compartiendo el sitio de union con el

compuesto KAR-2, un agente antitumoral derivado de la vinblastina.
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9. PERSPECTIVAS

Se elucidaran los compuestos minoritarios aislados del extracto de
Paecilomyces sp.

Se plantea la busqueda de anélogos estructurales en especies del género
Paecilomyces y/o relacionadas con ésta, que prometan ser inhibidores de
CaM, citotoxicos y antitumorales.

Se emplearan estrategias que promuevan la expresion de genes silenciados
de Paecilomyces sp., con el fin de obtener metabolitos secundarios nuevos

con actividad biolégica.
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Resumen

La calmodulina (CaM) es considerada la principal
proteina reguladora de calcio en células eucariontes.
Esta proteina juega un papel muy importante en la
transduccion de sefiales intracelulares de calcio, y por
lo tanto, regula numerosos procesos fisiologicos y
patoldgicos. En el cancer, por ejemplo, la CaM se
encuentra implicada en el desarrollo y progresion de
tumores. En este contexto, el presente trabajo de
investigacion se desarroll6 como parte de un
programa multidisciplinario encaminado a la
obtencidn de antagonistas de la CaM de origen natural
(metabolitos secundarios de hongos microscopicos)
con actividad citotoxica contra diversas lineas
celulares tumorales. Asi, el estudio quimico de la
especie Paecilomyces sp. permiti el aislamiento de la
militarinona A (1). El producto 1 se caracterizd
utilizando diversas técnicas espectroscopicas Yy
espectrométricas. Estudios de apagamiento de la
fluorescencia extrinseca, utilizando el biosensor
hCaM-M124C-mBBr, indicaron que el producto 1 se
une de manera directa a la CaM; la magnitud de la
constante de disociacién se encuentra en el orden de
concentraciones  nanomolares. Estudios  de
citotoxicidad in vitro contra diversas lineas celulares
(MDA-MB-231, MDA-MB-435 y OVCAR3)
indicaron que el compuesto 1 es un excelente agente

Abstract

Calmodulin (CaM) is the main Ca?* binding protein in
eukaryotic cells. It plays a key role in several
physiological and pathophysiological processes. In
cancer, for example, this protein is involved in the
development and progression of tumors. For this
reason, CaM represents itself as an excellent target for
the advancement of antitumor drug research. In this
context, this work was developed as a part of a
multidisciplinary project aimed at the discovery of
CaM antagonists from fungi. The study describes the
isolation, chemical identification and characterization
of the anti-CaM properties of militarinone A (1), a
secondary metabolite isolated from Paecilomyces sp.
Compound 1 was elucidated using a set of
spectroscopic and spectrometric techniques. The anti-
CaM properties of 1 were characterized by using the
fluorescent biosensor hCaM-M124C-mBBr in a
quenching experiment. The results indicated that 1
binds to CaM with a Ky in the nanomolar order.
Furthermore, compound 1 exhibited cytotoxic activity
when screened in vitro against a panel of cancer cell
lines (MDA-MB-231, MDA-MB-435 and OVCAR3).
Finally, molecular docking studies indicated that
militarinone A (1) binds to CaM in a pocket similar to
that reported for KAR-2 (an antitumor molecule with
potent activity), supporting its cytotoxic activity.
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citotoxico. Finalmente, los estudios de acoplamiento
molecular permitieron proponer que el compuesto 1
se une a la CaM de manera no clasica en un sitio
similar al del antitumoral KAR-2, un derivado
semisintético del antitumoral vinblastina.

Palabras clave: calmodulina, cancer, biosensor
fluorescente, militarinona A, Paecilomyces sp.

59

Key words: calmodulin, cancer, fluorescent biosensor,
militarinone A, Paecilomyces sp

Introduccion

Estado actual de la investigacion en productos
naturales

Tradicionalmente, los productos naturales han sido
una fuente importante de farmacos, per se 0 como
moléculas lideres para el desarrollo de productos mas
eficaces [5,8-16]. Sin embargo, en las décadas
comprendidas entre 1990 y 2010, la industria
farmacéutica se inclin6 por el desarrollo de nuevos
farmacos a partir de moléculas generadas de librerias
sintéticas, mediante procesos de evaluaciones
farmacologicas de alto rendimiento  (High-
Throughput Screening, HTS por sus siglas en inglés)
[17,18]. Las razones principales de este cambio de
estrategia incluyen: (i) el tiempo y costo involucrado
en los procesos de aislamiento y caracterizacion de
productos naturales; (ii) los bajos rendimientos de
estos productos; (iii) el aislamiento continuo de
compuestos conocidos; (iv) la complejidad de muchas
sustancias naturales que dificulta su sintesis; (v) y
finalmente, en muchos casos las propiedades
fisicoquimicas de estos compuestos resultan
incompatibles con los sistemas biol6gicos [18,19].

La eficacia limitada de las técnicas de HTS y
guimica combinatoria para la generacién de moléculas
lideres, asi como la prevalencia global de
enfermedades degenerativas como el cancer, la artritis
reumatoide, la diabetes mellitus, y padecimientos
infecciosos resistentes a tratamientos de UGltima
generacion; han traido como consecuencia un interés
renovado por la bisqueda de productos naturales con
estructuras novedosas para solventar estos graves
problemas de salud puablica. Cabe hacer notar que en
esta busqueda es recomendable estudiar organismos
provenientes de nichos ecoldgicos poco explorados,
implementar métodos analiticos que permitan detectar
rapidamente la presencia de moléculas conocidas y
generar analogos con propiedades farmacocinéticas
deseadas a través de procesos de sintesis parcial y
biosintesis dirigida.

Los microorganismos producen la mayoria de los
farmacos de mayor importancia en la terapéutica
contemporanea. La amplia diversidad estructural
mostrada por los metabolitos bacterianos y flngicos
se refleja en sus multiples actividades farmacolégicas:
muchos son antibidticos y fungicidas (penicilina,
eritromicina, tetraciclina, vancomicina y anfotericina,
etc.), otros anticancerigenos  (daunorubicina,
bleomiciona, doxorubicina, mitomicina, etc.) e
inmunosupresores (ciclosporina, rapamicina, etc.) y, -
los menos -, antihipercolesterolemiantes (lovastatina y
mevastatina) o antidiabéticos (acarbosa).

En términos de biodiversidad, el reino flngico
constituye uno de los mas vastos. Diversos estudios
sugieren que existen entre 1.5 y 3.8 millones de
especies fungicas, de las cuales, s6lo han sido
identificadas alrededor del 5% y un nimero aun menor
han sido estudiadas desde el punto de vista quimico
[22]. En este contexto, es evidente que existen muchos
microorganismos flngicos por estudiar con la
finalidad de obtener nuevos metabolitos secundarios.
Asimismo, un estudio realizado por Ito vy
colaboradores en 2011 demostr6 que cada
microorganismo puede producir entre uno y tres
metabolitos nuevos [24]. Tomando en cuenta estos
datos, se estima que el reino flngico tiene una reserva
potencial de entre 5y 15 millones de nuevos productos
naturales, Utiles en los campos de la medicina,
agricultura e industria alimentaria [22]. Por lo tanto, la
exploracién de diferentes nichos ecologicos
(ambientes terrestres y marinos) puede conducir al
descubrimiento de nuevos microorganismos y
prototipos estructurales para el desarrollo de
farmacos.

Por otra parte, un estudio reciente realizado por los
grupos de investigacion de los Doctores Medina-
Franco y Figueroa de la Facultad de Quimica de la
UNAM, demostré que los metabolitos secundarios
aislados a partir de ascomicetos tienen las siguientes
caracteristicas:

e Presentan una elevada complejidad y diversidad
estructural, asi como propiedades fisicoquimicas
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similares a las de farmacos aprobados por la FDA,
compuestos en pruebas clinicas y screening en
general. Por lo tanto, éstos son candidatos id6neos
para la expansion del espacio quimico-medicinal.
Tienen el potencial de ser especificos.

Son una fuente atractiva para la obtencién de
moléculas prototipo para el desarrollo de
farmacos [25].

Panorama mundial y nacional del cancer

El céncer, por otra parte, comprende una coleccion
de enfermedades relacionadas en las que las células
del cuerpo se dividen descontroladamente y se
esparcen hacia los tejidos circundantes; se origina por
cambios en los genes que controlan la forma en la que
las células funcionan, especificamente en relacién a
coémo crecen y se dividen. Estos cambios genéticos
pueden ser heredados u originarse en el curso de la
vida de una persona, como resultado de la exposicién
a factores ambientales y/o antropogénicos (e.g.
sustancias quimicas cancerigenas, radiacion e
infecciones) [2].

El c&ncer se ubica entre las principales causas de
muerte a nivel mundial. En septiembre del 2018 se
registraron mas de 18.1 millones de nuevos casos y 9.6
millones de muertes relacionadas con esta enfermedad
y se anticipa que en el 2040 se presentaran 29.5
millones de casos nuevos. En México, el nimero de
casos incidentes se estimd en 190,667 al 2018 y se
prevé que sean 359,542 en el 2040. A la fecha, el
cancer de mama es el de mayor incidencia en este pais,
con 27,283 casos reportados y 6,884 muertes
asociadas a este tipo de cancer [3].

Tratamiento del cancer

Actualmente, la mayoria de los pacientes que
padecen cancer reciben una combinacion de
tratamientos, como cirugia y quimioterapia y/o
radioterapia; mientras que algunos otros se someten a
inmunoterapia, terapia hormonal, trasplante de células
madre, terapia dirigida (que contempla los cambios
moleculares expresados por células cancerosas) y
terapia personalizada (que se basa en los cambios
genéticos particulares generados en el tumor de un
paciente) [5].

Sin embargo, aun con los muchos avances que se
han logrado en el tratamiento del cancer en las décadas
recientes, se deben vencer numerosos desafios; ya que
el cancer de cada individuo comprende una
constelacion Unica de mutaciones genéticas y otras
alteraciones que incrementan la complejidad en la
identificacion de tratamientos que funcionen con

mayor probabilidad en cada paciente. En ese sentido y
debido a que el cancer impacta en la calidad y
esperanza de vida de un gran nimero de personas en
México y en el mundo, la investigacion en el
tratamiento de esta enfermedad es fundamental.

Tratamientos derivados de productos naturales

Por otro lado, se sabe que en el area del cancer, de
1940 a finales del 2014, de 175 moléculas pequefas
utilizadas clinicamente, el 75% fueron productos
naturales per se, se basaron en estos, o de alguna
forma mimetizan al producto natural [16].

Entre los principales blancos moleculares que se
contemplan como candidatos para la actividad
antitumoral de un producto natural estan: agentes que

interacttan con la tubulina, inhibicion de
topoisomerasa | y I1, inhibicién de histona deacetilasa,
inhibicion de proteinas cinasas, inhibicion de
proteinas de choque térmico, inhibicién del

proteosoma, agentes que interacttian con DNA (que no
actian como inhibidores de topoisomerasas), agentes
gue activan caspasas y/o inducen apoptosis, inhibicion
de factor inducible de hipoxia [26] y maés
recientemente, inhibicion de la proteina calmodulina
(CaM) [27].

Figura 1. Muestra un cultivo de 14 dias en medio sélido PDA de
los aislamientos axénicos 1Q-001-1Q-030.

Calmodulina y su importancia en el desarrollo y
progresion de tumores
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La CaM es considerada la principal proteina
reguladora de calcio en células eucariontes. Su
distribucion ubicua, su elevada conservacion durante
la evolucion, y su amplio espectro de funciones
subraya la importancia de esta proteina de unién a
calcio en la regulacion de numerosos procesos
fisiologicos y patolégicos [28-31].

Desde el punto de vista estructural, CaM es una
proteina pequefia de 148 residuos de aminoéacidos
organizados en dos dominios globulares, cada uno con
dos sitios de unién a Ca®* [32]. Ambos dominios estan
unidos por un conector flexible, el cual esta
involucrado en las interacciones de CaM con sus
proteinas blanco y antagonistas [30,32]. En su

1. Recoleccién de muestras.

6. Obtencién de

o 7. Andlisis cromatografico.
extractos organicos.

Suorescencia (ua.)

©
»
N
o
. 1)

Itensidad do

L /”\K i

11. Estudios de apagamiento
de fluorescencia.

12. Evaluacion de
actividad citotéxica.

2. Aislamientos de microorganismos flingicos.

8. Espectrometria de masas.

10. Aislamiento y purificacion de militarinona A.

conformacion Apo, la CaM esta cerrada por sus dos
dominios homdlogos. Una vez que el Ca?* se une en
ambos dominios, la conformacion de la CaM cambia
a la forma abierta, permitiendo que las proteinas
blancos accedan a la cavidad hidrofébica localizada en
la parte interna de cada dominio [28]. Por lo tanto, los
antagonistas de CaM generalmente poseen una parte
hidrofébica y una cadena lateral cargada. La parte
hidrofébica de los antagonistas es requerida para la
unién con el carboxilo y/o amino terminal que se
ubican en la cavidad hidrofébica de la CaM, mientras
que la cadena lateral previene que las proteinas blanco
accedan a la cavidad hidrofdbica de esta [33].

3. Aislamiento en cultivo axénico. 5. Cultivo en pequefia y gran escala.

Arbol filogenético

il

RMN

9. Resonancia
Magnética Nuclear.

4. Identificacion
taxondémica de hongos.

\ 4

CagHy7NOg
1

13. Estudios de
acoplamiento molecular.

Figura 2. Estrategia general para la obtencion de antagonistas de la CaM con actividad citotdxica a partir de microorganismos
flngicos. La metodologia consta de 13 pasos, iniciando con la recoleccion de los sustratos para la obtencion de microorganismos en cultivo
axénico (1-3). Posteriormente, los microorganismos se cultivan inicialmente en pequefia escala por un periodo de 28 dias (5), mientras se
realiza la identificacion taxondmica de los microorganismos aislados, a través de andlisis filogenéticos (4). Transcurrido el periodo de
fermentacion, se obtiene el extracto organico utilizando metodologias convencionales (6). Enseguida, el extracto se fracciona utilizando
diferentes técnicas cromatogréaficas hasta obtener los compuestos puros, que se caracterizan mediante el empleo de técnicas
espectroscopicas y espectrométricas (7-10). Una vez identificados los compuestos, se realizan diversos ensayos in vitro (11y 12) e in silico

(13).

Con relacién al céncer, la CaM se encuentra
implicada en el desarrollo y progresién de tumores.
Procesos tales como la activacion de cinasas
dependiente de ciclina/complejos de ciclina, el
metabolismo de nucleotidos, la sintesis de DNA, la
reorganizacion de cromosomas y la citocinesis son
dependientes de la presencia de CaM [27].

Asi, el flujo de calcio extracelular hacia el interior
de la ceélula bajo la estimulacion de factores de
crecimiento es esencial para iniciar la proliferacion

celular. El complejo Ca?*/CaM desempefia un papel
transductor en eventos de sefializacion mediante el
control directo o indirecto de vias mitogénicas y de la
maquinaria del ciclo celular; especialmente actuando
en la transicion de la fase G1/S 'y en las fases G, y M
[27].

Inhibidores de calmodulina; una oportunidad para
tratar el cancer
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Los antagonistas de CaM inducen apoptosis en
diversos modelos tumorales e inhiben la metastasis;
algunos de los cuales han sido usados como agentes
anticancerigenos [34], entre los que destacan la
vincristina y vinblastina [30]. Esta evidencia pone de
manifiesto que un antagonista de la CaM puede
presentar actividad antitumoral.

En este contexto, el presente trabajo de
investigacidn se desarroll6 como parte de un programa
multidisciplinario encaminado a la obtencion de
antagonistas de la CaM con posible actividad
citotoxica contra diversas lineas celulares tumorales, a
partir de microorganismos flingicos aislados en
regiones poco exploradas del territorio nacional.

El estudio inicid con la obtencion del material
fangico a partir de diversos sustratos colectados en el
“Cerro del Sombrero”, Cuautepec, Ciudad de México.
Posteriormente, los microorganismos obtenidos en
cultivo axénico (Figura 1) se cultivaron en mediana
escala utilizando dos diferentes medios s6lidos de
cultivo (arroz y Cheerios®) con la finalidad de
establecer las mejores condiciones de fermentacion.
Concluido el periodo de crecimiento, se obtuvieron los
extractos organicos mediante procesos de maceracion
y reparto. A continuacion, se realizaron estudios de
metabolomica dirigida utilizando cromatografia de
ultra eficiencia acoplada a espectrometria de masas

Ve
Verr

96
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(UPLC-EM) vy se seleccionaron los mejores
candidatos para la obtencién de nuevas entidades
quimicas. El procedimiento anterior permitio priorizar
las cepas mas prometedoras para su cultivo en gran
escala y obtencion de metabolitos secundarios, los
cuales fueron caracterizados utilizando diversas
técnicas espectroscépicas (Resonancia Magnética
Nuclear, RMN) y espectrométricas (Espectrometria
de Masas, EM). La actividad antagdnica de los
metabolitos aislados sobre la CaM se monitored
utilizando el biosensor fluorescente hCaM-M124C-
mBBr [70]. Los antagonistas de la CaM se evaluaron
como agentes citotdxicos sobre las lineas celulares
tumorales MDA-MB-231 (céncer de pecho), MDA-
MB-435 (melanoma) y OVCARS3 (cancer de ovario).
Finalmente, se realizaron estudios de acoplamiento
molecular con la CaM de los metabolitos
caracterizados, con la finalidad de conocer su probable
sitio de union.

El procedimiento anterior (Figura 2) permitid
seleccionar a la cepa 1Q-023 como una fuente propicia
de entidades quimicas novedosas. La aplicacion de
técnicas de biologia molecular, en particular el anlisis
de méxima similitud de la region espaciadora interna
(ITS, por sus siglas en inglés) del aislamiento 1Q-023
permitié identificar al microorganismo como una
especie del género Paecilomyces [82] (Figura 3).

10 il
_%‘ﬂlsaria takamizusanensis (LC008205)

ide (AB104884)

Isaria

92

75)

10i

1 o{lsaria xylariiformis (FJ479746)
Isaria japénica (AY624200)

104 1Q023
ﬁPeeci!omyces fumosorose (AF461743)

IPaecilomyces hepiali (EF555097)
Isaria farinosa(MF494607)

lairii (KU933437)

phus (NR_149330)
Paecilomyces divaricatus (NR_145143)

) dacty

Paecilomyces variotii(NR_149328)
Paecilomyces formosus (MF175948)
Paecilomyces tabacinus (LT548280)

(JN899321)
Paecilomyces victoriae (JN899393)

il ley (EU553343)
Paecilomyces penicillatus (MF455216)

10i F Yy

Paecilomyces parvisporus (DQ187954)

Y P

iella xylebori (NR144921)

>

0.05

F des (NR_103580)
y icus (AJ879113)

Figura 3: Analisis filogenético del aislamiento 1Q-023. El analisis de maxima similitud de la regién espaciadora interna (ITS, por sus
siglas en inglés) de 1Q-023 permitid identificar al microorganismo como una especie del género Paecilomyces.
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Asi, el estudio quimico de Paecilomyces sp. (1Q-
023), condujo al aislamiento de un sélido de color
amarillo como el producto mayoritario en el extracto
organico obtenido de la fermentacion de 28 dias en
medio  s6lido  Cheerios®. EI analisis por
espectrometria de masas de alta resolucion (EM-ESI)
permitié establecer su férmula molecular como
CaH37NOg con base en el ion pseudomolecular
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[M+H]* = 460.2668 m/z, calculado para CosHzsNOeg)
(Figura 4) [74]. Los espectros de ‘H y *C-RMN
fueron consistentes con los reportados para la
militarinona A (1) (Figura 4) [74], un metabolito de
biogénesis mixta aislado previamente de hongos de
los géneros Isaria y Paecilomyces, dos géneros de
microorganismos relacionados filogenéticamente.
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Figura 4. Andlisis espectroscopico y espectrométrico de la militarinona A (1). Los paneles A, B, C y D muestran el espectro de
ultravioleta-visible (UV-Vis), el espectro de masas de alta resolucion obtenido por electrospray (EMAR-ESI) y los espectros de resonancia
magnética nuclear de hidrégeno y carbono (*H y **C-RMN) para la militarinona A (1), respectivamente.

Considerando la naturaleza anfipatica de la
militarinona A (1) (una parte hidrofébica y una parte
hidrofilica) se decidid evaluar su actividad antag6nica
sobre la proteina CaM. Paraello se utilizé el biosensor
fluorescente hCaM-M124C-mBBr, el cual presenta

de realizar mediciones directas en solucién,
utilizacion de una cantidad minima de muestra, una
alta sensibilidad y especificidad de union, ademas de
que permite realizar determinaciones cuantitativas de
los parametros de unién [70].
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Figura 5. Ensayo de unién de militarinona con la CaM. Espectros de fluorescencia (A) y curva de titulacién (calculo de Kg) (B) del
biosensor fluorescente hCaM-M124C-mBBr con concentraciones crecientes de militarinona A (1).
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La interaccion del compuesto 1 con el biosensor
provoca cambios conformacionales que se reflejan en
un cambio en el microambiente que rodea al
fluoréforo, resultando en un apagamiento de la
fluorescencia (Figura 5A), mismo que se atribuye a la
formacion del complejo hCaM-M124C-mBBr-4Ca®*-
1. Los resultados de este ensayo indicaron que 1 se une
ala CaM, conuna Kqde 412.5 + 0.25 nM (Figura 5B),
tres veces mas que la clorpromazina (1.25 = 0.12 uM),
utilizado como control positivo y comparable con la
de  algunos metabolitos ~ secundarios  de
microorganismos fungicos, tales como: las emodinas
de Aspergillus sp., las xantonas de Emericella 25379,
las malbranqueamidas de Malbranchea aurantiaca y
la chaetomina de Chaetomium globosum, por
mencionar algunos [30].

Estudios previos sefialan que los antagonistas de la
CaM presentan actividad antitumoral [76,77]. Esta
informacién, en conjunto con los resultados de unién
a la CaM, motivaron la evaluacion de 1 como agente
citotdxico contra tres lineas celulares tumorales de
importancia clinica (MDA-MB-231, MDA-MB-435 y
OVCAR3). Los resultados de esta evaluacion
permitieron reconocer al compuesto 1 como un
excelente agente citotéxico (Figura 6, Tabla 1), con
concentraciones inhibitorias 50 (Clso) en el rango de
1.17-4.08 uM, comparables con la Clso de 1.75 uM
reportada para la linea celular A549 (de carcinoma de
pulmén) [78]. En este experimento el Taxol®, un
producto natural, se utilizé como control positivo.
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100+ OVCAR3
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Figura 6. Actividad citotoxica. Curvas concentracion-respuesta de
la militarinona A (1) contra las lineas celulares MDA-MB-231
(circulos azules), MDA-MB-435 (cuadros rojos) y OVCAR 3
(triangulos verdes).

Finalmente, los estudios de acoplamiento
molecular de 1 con la CaM se realizaron utilizando la
estructura cristalografica de la CaM cocristalizada con
trifluoroperazina (Codigo PDB: 1A29) como modelo.
Los resultados del estudio indicaron que la 1 se une a
la CaM de manera no clésica, en un sitio similar al del

compuesto KAR-2, un compuesto con actividad
antitumoral derivado de la vinblastina (Figura 7A).

Los aminoacidos involucrados en la interaccion
son principalmente hidrofébicos e incluyen a la Phe?®,
Leu®, 11e%2, Val®, 1le%, Phe%, Met™, Met’?, Arg™,
Lys™, Met’® y Met'*®. Las fuerzas que gobiernan la
interaccion incluyen enlaces de hidrdgeno e
interacciones de tipo hidrofébicas [30].

Tabla 1. Evaluacion de la actividad citotéxica de la militarinona
A (1) contra diversas lineas celulares.

Clso(UM)
Compuesto MDA- MDA-MB-
MB-435 231 OVCAR3
MlIltar(T)ona A 117 4.08 1.56
Clso(nM)
Control
i MDA- MDA-MB-
positivo MB-435 231 OVCAR3
Taxol 0.43 166 5.12

Conclusion y perspectivas

Con este trabajo, se pone en evidencia el valor de
los microorganismos flngicos que habitan las
regiones inexploradas del territorio nacional, como
fuente fértil de entidades quimicas novedosas con
actividad bioldgica.

En particular, las especies del género
Paecilomyces se proyectan como una mina de
oportunidades para buscar agentes Utiles en la
terapéutica del cancer. Es importante subrayar que la
informacién generada en este proyecto constituye el
primer reporte de la actividad antagbnica de la
militarinona A sobre la CaM, y permite proponer este
mecanismo como la via por la que ejerce su notable
actividad citotdxica. Por lo tanto, surge la pertinencia
de estudiar a aquellos analogos estructurales de
Militarinona A como agentes inhibidores de CaM,
citotdxicos y antitumorales; asi como a las especies
del género Paecolomyces y/o relacionadas con ésta.
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Figura 7. Modelo estructural generado para la militarinona A (1) en complejo con la calmodulina. La figura A muestra el sitio
de uniodn del producto 1 (bastones azules) y el compuesto KAR-2 (bastones naranjas). La figura B muestra los aminoécidos involucrados
en el sitio de unién del producto 1 con la CaM (bastones grises).
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Introduccién

La calmodulina (CaM) es considerada la principal proteina reguladora de calcio en
células eucariontes, y por lo tanto, regula numerosos procesos fisioldgicos y
patolégicos’. En el cancer la CaM se encuentra implicada en el desarrollo y progresion
de tumores?. En este contexto, el presente trabajo se propuso obtener antagonistas de
la CaM con actividad citotéxica, a partir de metabolitos secundarios de hongos
microscopicos.

Materiales y métodos
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Figura 1. Estrategia general para la obtencion de antagonistas de la CaM con actividad citotéxica a partir
de microorganismos fungicos
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Figura 2. Cultivos de 14 dias en medio sélido PDA de los aislamientos axénicos 1Q-001-1Q-030 (A).
actividad citotoxica del extracto de 1Q-023 sobre las lineas celulares MDA-MB-231 (cancer de pecho) y
MDA-MB-435 (melanoma) (B) y andlisis filogenético (C).
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Figura 3. Cromatogramas de IQ 023 cultivada en arroz (A y B) y Cheerios® (C y D) y andlisis de redes
moleculares (GNPS).

Figura 4. Espectros de RMN-'H (A), RMN-"C (B),UV (C), masas (D) y estructura de la
miltarinona A (E).
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Figura 5. Ensayo de union de militarinona A con la CaM. Espectros de fluorescencia (A) y curva de
titulacion (célculo de K) (B) del biosensor fluorescente hCaM-M124C-mBBr con concentraciones
crecientes de militarinona A.
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Figura 6. Actividad citotéxica de militarinona A.

Figura 7. Acoplamiento molecular de militarinona A (bastones azules) y KAR-2 (bastones naranjas) con
CaM (A) y aminoacidos involucrados en el sitio de union (B).

Conclusiones

Con este trabajo, se pone en evidencia el valor de los microorganismos fungicos que
habitan las regiones inexploradas del territorio nacional, como fuente fértii de
entidades quimicas novedosas con actividad biolégica. En particular, las especies del
género Paecilomyces se proyectan como una mina de oportunidades para buscar
agentes Utiles en la terapéutica del cancer. La informacion generada en este proyecto
constituye el primer reporte de la actividad antagénica de militarinona A sobre la CaM,
y permite proponer este mecanismo como la via por la que ejerce su notable actividad
citotoxica.
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